


























































































































































































































































































































































































































































































0 1 10 0 1 10 PgLPS（μ9／mり
＜proMMP－2
＜active　MMP－2
　　　　　　　MMP－2の産生量および活性化は同程度
　　　　　　　　　　　図6：ゼラチンザイモグラフィーによるMMP産生量の解析
（A）健常者およびApert症候群患者由来の歯肉上皮細胞を96穴プレートに1×］0個ずつ播き、新しい培地に交換した後、4日間
　インキュベートした．培養上清中に含まれるMMPをゼラチンザイモグラフィーで解析した．
（B）健常者およびApert症候群患者由来の歯肉上皮細胞を96穴プレートに1×10’個ずつ播き，新しい培地に交換した
　後，O，工，ユO　pg／皿ユのPgLPSを含む培地で4日間インキュベートした．培養上清中に含まれるMMPをゼラチンザイモグ
　ラフィーで解析した．N．健常者；AS．　Apert症候群患者．
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4．上皮細胞から産生される炎症性サイトカイン
　量の検討
　各上皮細胞をPgLPSで刺激し，炎症性サイト
カインの産生量を検討した．健常者の上皮細胞は
PgLPS刺激によりIL－・　6およびIL－8の産生量
が明らかに増加したが，Apert症候群患者由来の
上皮細胞はPgLPSで刺激してもサイトカイン産
生量の増加の程度が健常者と比較して弱かった
（図7A）．実験間で無刺激時のサイトカイン産
生量のばらつきが大きかったため，無刺激時の値
を1として」『gLPS刺激により何倍になるかを算
出してグラフ化した（図7B）．10μg／mlの
Pg　LPSで刺激したときに健常者由来の上皮細胞
では約20－40倍にサイトカイン産生量が増加した
が，Apert症候群患者由来の上皮細胞では約2－
5倍しか増加せず，LPS刺激によるサイトカイ
ン産生の程度に明らかな差があることが確認され
た．
　健常者とApert症候群患者間でLPS刺激に対
する炎症性サイトカイン産生量の差の有意性を統
計学的に確認するために図7Aのサイトカイン産
生量の結果を1『gLPS（0，1，10μg／m1の3水準）
と細胞種（健常者およびApert症候群の2水準）
とを要因とした対応のない繰り返しのある二元配
置分散分析で解析した．IL－6，　IL－一　8とも交互
作用のP値が0．001未満と有意であったため細胞
種と1『gLPSとの間に交互作用が認められた．す
なわち，細胞の違いがPgLPS刺激による炎症性
サイトカイン産生量に影響を与えていることが確
認された．
5．FGF－　7刺激によるApert症候群型変異の模
　倣
　Apert症候群型のFGFR　2変異により本来は結
合しない種類のFGFが結合する2エ）ことをふま
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図7：LPS　刺激による炎症性サイトカイン産生
（A）健常者およびApert症候群患者由来の歯肉上皮細胞を96穴プレートに1×104個ずつ播き，0，1，10μg／mlの」『gLPSを含む
　培地で24時間刺激した．培養上清中に産生されたIL－6とIL－8量をELISAにて測定し，　WST－1により測定された細胞数
　で補正して細胞1×10個当たりのサイトカイン産生量として表示した．
（B）（A）で得られた値を無刺激時の値を1として算出した．データは平均値±S．D．（n＝3）で表示した．
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え，健常者由来の歯肉上皮細胞に対してApert
症候群由来上皮細胞を模倣することを試みた結
果，歯肉上皮細胞をFGF－7単独で刺激した場合
にはIL－6および皿、－8の産生量に明らかな差
は見られなかった（図8）．一方，10μg！m1の
PgLPSで刺激した場合にはIL－6，　IL－8とも産
生量が有意に増加し，FGF－7の濃度を上昇させ
ることによりこれらのサイトカインの産生量が低
下する傾向がみられた．しかし，1『gLPSのみの
値とPgLPS＋FGF－7の値を比較しても統計学
的には有意差は認められなかった．
　FGF－7の存在によってLPS刺激に対する炎
症性サイトカイン産生の傾向が異なるか否かを統
計学的に確認するために図8のサイトカイン産生
量の結果をPgLPS（0，10μg／mlの2水準）と
FGF－7（0，10，50　ng／mlの3水準）とを要因と
した対応のない繰り返しのある二元配置分散分析
で解析した．IL－6，　IL－8とも交互作用のP値
が0．05より大きくFGF－7と」『gLPSとの間に交
互作用が認められなかった（IL－6，　P＝0．135；
IL－8，P＝0．419）．したがって，統計学的には
FGF－7が1『gLPS刺激による炎症性サイトカイ
ン産生量に影響を及ぼしているとはいえなかっ
た．
6．Apert症候群由来上皮細胞のサイトカイン産
　生に対するMAPキナーゼカスケードの関与の
　検討
　Apert症候群患者由来の歯肉上皮細胞に対して
MAPキナーゼカスケードを阻害した状態での炎
症性サイトカイン産生量を検討した結果，図9に
示すように，歯肉上皮細胞をPgLPSで刺激した
場合にはIL－6，IL－8産生量に約2－5倍の増加が
見られたが，各』『gLPS濃度においてDMSO添
加群とPD　98059添加群のサイトカイン産生量は
ほぼ同程度で，統計学的にも有意差は認められな
かった．先程と同様にPD　98059の存在によって
LPS刺激に対する炎症性サイトカイン産生の傾
向が異なるか否かを統計学的に確認するために図
9のサイトカイン産生量の結果をPg　LPS（0，
1，10μg／mlの3水準）とPD　98059の有無（2水
準）とを要因とした対応のない繰り返しのある二
元配置分散分析で解析した．IL－6，IL－8とも
交互作用のP値が0．05より大きく」『gLPSとPD
98059との間に交互作用が認められなかった（IL
69
一6，P＝0．173；IL－8，P＝0．051）．したがって，
統計学的にはPD　98059が1『gLPS刺激による炎
症性サイトカイン産生量に影響を及ぼしていると
はいえなかった．
考 察
　本研究では，Apert症候群のFGFR　2変異が歯
周疾患のリスクファクターとなるか否かをApert
症候群患者由来の歯肉上皮細胞を用いて検討し
た．これまでにApert症候群患者由来の歯肉上
皮細胞を使用した報告はなされていない．
　健常者由来の歯肉上皮細胞と比較してApert
症候群患者由来の歯肉上皮細胞は1『gLPSで刺激
した際のMMP－2の産生量およびその活性化に
明らかな差は認められなかった（図6）．一方，
炎症性サイトカイン産生に関してApert症候群
患者由来の歯肉上皮細胞でPgLPS刺激に対する
反応性が明らかに低かった（図7）．これらのこ
とから，FGFR　2の変異は，　MMPに影響せずIL
－6，IL－8産生量を低下させている可能性が示唆
された．
　この原因に関して，試料数が少ないため個体差
という可能性を無視することはできないものの，
それ以外の原因として以下の仮説が考えられた．
　（1）Apert症候群患者由来の歯肉上皮細胞は細
　　　胞表面のTLR　4／MD－2複合体の発現量が
　　　少ない．
　（2）Apert症候群患者由来の歯肉上皮細胞では
　　　FGFR　2の活性化によりサイトカイン産
　　　生に関与する細胞内シグナル伝達系が阻害
　　　される．
　そこで，MMPおよび炎症性サイトカインの産
生量の変化をもとにして，上述の仮説を検討し
た．
1．MMPの産生について
　本研究において健常者およびApert症候群患
者由来の歯肉上皮細胞から産生される潜在型
MMP－2量およびその活性化の程度に明らかな差
は認められなかった（図6A）．また，各細胞を
LPSで刺激した場合にもMMP－2の産生量およ
びその活性化の程度は同程度であった（図6
B）．また，MMP－1およびMMP－3，　MMP－9
は検出されなかった．これらの結果から，健常者
およびApert症候群患者由来の歯肉上皮細胞と
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の間で組織破壊能に差がないことが示唆された．
　LPSはまずCD　14に結合する．　CD　14はLPSを
細胞表面に発現しているTLR　4／MD－2複合体に
渡して活性化させ，エンドサイトーシスにより細
胞内に情報が伝達され炎症性サイトカインの産生
がおきる38）．また，潜在型MMP－2は細胞膜表面
に結合しているMT　1－MMP（membrane　type
1－MMP）によって活性化される．　MT　1－MMP
はLPS刺激によって発現量が増加し，　MMP－2
を活性化することが末梢血由来単球で報告されて
いる39）．歯肉上皮細胞をLPS刺激した際のMT
1－MMPの発現量を検討した報告はなく，本研
究においても同様の検討を行っていないが，両細
胞で同程度に活性化型MMP－2が検出され，そ
の活性化を引き起こす1『gLPS濃度も10μg／mlと
同じことから，MT　1－MMPも同程度に発現が誘
導されたことが示唆された．さらに，PgLPS刺
激後の細胞の生存率に明らかな差は認められな
かった（WST－1を用いた結果，データ非掲載）．
したがって，本研究では細胞表面のTLR　4／MD－
2発現量を検討していないが，TLR　4／MD－2発
現量およびその後の細胞内シグナル伝達系に明ら
かな差はないことが示唆され，（1）の仮説は成立
しないと考えられる．
2．炎症性サイトカインの産生について
　Apert症候群患者由来の歯肉上皮細胞が
PgLPS刺激による炎症性サイトカイン産生に関
して低反応性を示す原因をFGFR　2からのシグ
ナル伝達を変化させることにより検討した．しか
し，健常者由来の歯肉上皮細胞をFGF－7で刺激
してもサイトカイン産生量がわずかに減少する傾
向を示したが，統計学的には有意差は見られな
かった（図8）．さらにAper七症候群患者由来の
歯肉上皮細胞をMEK阻害剤PD　98059で処理し
た場合にもLPS刺激によるサイトカイン産生量
に明らかな差が見られなかった（図9）．これら
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　　　　　　　　　　　図8：LPS刺激による炎症性サイトカイン産生に対するFGF－7の影響
　健常者患者由来の歯肉上皮細胞を96穴フ゜レートに1×104個ずつ播き，0，1，10μg／mlのPgLPSおよび0，10，20　ng／lnlのFGF－
7を含む培地で24時間刺激した．培養上清中に産生されたIL－6とIL－8量をELISAにて測定し，　WST－1により測定された細胞
数で補正して細胞1×10梱当たりのサイトカイン産生量として表示した．データは平均値±S．D．（n＝3）で表示した．
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　　　　　　　　　　　　　図9：炎症性サイトカイン産生に対するMEK／ERK系の影響
　Apert症候群患者由来の歯肉上皮細胞を96穴プレートに1×104個ずつ播き，　DMSOあるいは20　pM　PD　98059で1時間前処理し
た後，0，1，10　pglmlの」『gLPSとDMSOあるいは20μM　PD　98059を含む培地で24時間刺激した．培養上清中に産生されたIL－6
とIL－8量をELISAにて測定し，　WST－1により測定された細胞数で補正して細胞1×IO4個当たりのサイトカイン産生量として
表示した．データは平均値±SD．（n＝3）で表示した．
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の結果から，Apert症候群患者由来の歯肉上皮細
胞のサイトカイン産生様式に対するMEKIERK
系のシグナル伝達の関与は少ないことが示唆さ
れ，（2）の仮説も成立しないと考えられる．した
がって，本研究では，Apert症候群患者由来の歯
肉上皮細胞を1『gLPS刺激した際に炎症性サイト
カイン産生に関して低反応性を示したメカニズム
を明らかにすることはできなかった．
　Mustafaらは，頭蓋縫合早期癒合症（Apert症
候群を含むと思われる）の小児では健常者よりも
歯肉炎の罹患率が高いと報告している27）．一方，
今回の結果では，Apert症候群患者由来の歯肉上
皮細胞はLPS刺激時の炎症性サイトカイン産生
に関して低反応性を示している．したがって，
FGFR　2の変異と歯肉炎の罹患率が高いことは直
接関連するものではなく，他の要因が存在する可
能性が非常に高いと考えられる．その一つとし
て，Apert症候群の歯肉上皮細胞はTLR　4以外
（例えばペプチドグリカンの受容体であるTLR
2）のシグナル伝達を介して炎症性サイトカイン
を産生していることが推測される．
　一方，健常者由来の歯肉上皮細胞をFGF－7で
刺激して際にサイトカイン産生量がわずかに減少
する傾向を示したことから，さらに高濃度の
FGF－7存在下では1『gLPS刺激によるIL－6お
よびIL－8産生量が有意に低下する可能性が考え
られる．また，FGFRからのシグナル伝達系は
主にME脇ERK系を介するが，それ以外のシグ
ナル伝達系（PI　3　K系など）も活性化すること
が知られている．したがって，今回はPD　98059
しか使用していないが，PI　3　K阻害剤である
Wortmanninなどを使用した場合には何らかの
差が現れた可能性が考えられる．
3．今後の検討課題および展望
　本研究では1『gLPS刺激によるTLR　4を介し
た炎症性サイトカイン産生量しか検討していな
い．Apert症候群患者で歯肉炎が多いということ
は縁上プラークが主な原因である可能性が考えら
れる．縁上プラークの主体であるグラム陽性菌は
LPSを持たないことから，細胞壁の主成分であ
るペプチドグリカンあるいは縁上プラーク抽出物
を使用した方が歯肉炎ということを考慮するとよ
り適切であるかもしれない．また，ペブチドグリ
カンあるいは縁上プラーク抽出物で歯肉上皮細胞
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を刺激した場合にはTLR　2を介した炎症性サイ
トカイン産生量を検討することが可能であるた
め，今後の検討課題としたい．
　本研究で，Apert症候群患者由来の歯肉上皮細
胞はPgLPS刺激した際の炎症性サイトカイン産
生量が少ないことから，免疫能に何らかの影響が
ある可能性がある．しかしこれまでにApert症
候群患者で免疫能の低下がみられるという報告は
ない．免疫系の変化を検討する一つとして，Ap－
ert症候群患者の血清中の全タンパク質量および
IgG量を測定することは非常に興味深いと考えら
れる．
　また，FGFR　2の変異様式の違いにより表現型
に違いがあることが知られているが16），全身的な
表現型のみ言及があり，口腔内の所見に差がある
か否かは明らかでない．したがって，本研究で3
名のAper七症候群患者で遺伝子変異様式が異
なっていた場合には，症例数が少ないもののその
違いによる表現型の差を検討することも可能で
あった．しかし，遺伝子変異様式を判定した結果
から3名ともSer　252　Trpの変異様式であり（図
5），本研究においては表現型を比較することが
できなかった．今後，さらにApert症候群患者
の来院数が増加すればPro　253　Argの変異を持つ
患者もいることが予想される．その場合に遺伝子
変異様式と表現型との間に関連性があるかどうか
を検討することは非常に興味深い．
　最後に，Crouzon症候群などのApert症候群
以外の頭蓋縫合早期癒合症においても同様の結果
が得られる可能性がある．その理由として，
Crouzon症候群もFGFR　2の変異（His　254　Tyr，
Gln　289　Pro，　Trp　290　Arg，　Cys　342　Tyr，　Cys　342
Arg，　Cys　342　Trp，　Ser　354　Pheなど）により生
じ4e），　FGFR　2の活性化を引き起こず1・42）ことが
挙げられる．したがって，Apert症候群型の遺伝
子変異によりLPS刺激による炎症性サイトカイ
ン産生が抑制されることを考えると，Crouzon
症候群型の変異においても同様の結果が得られる
可能性が十分に考えられる．
結 語
　Apert症候群患者由来の歯肉上皮細胞を用い
て，FGFR　2変異が宿主要因として歯周疾患へ及
ぼす影響について検討したところ以下の結論が得
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られた．
1．健常者とApert症候群患者由来の歯肉上皮
　細胞を比較すると，2『gLPS刺激によるMMP－
　2の産生量およびその活性化は同程度であっ
　た．
2．1『gLPS刺激をした際に産生される炎症性サ
　イトカインはApert症候群患者由来の歯肉上
　皮細胞の方が低かった．
3．頭蓋縫合早期癒合症患者で歯肉炎の罹患率が
　高いことを考慮すると，Apert症候群患者由来
　の歯肉上皮細胞ではTLR　4以外のシグナル伝
　達経路（TLR　2など）によってサイトカイン
　産生が起こる可能性が考えられた．
4．以上の結果から，Apert症候群患者における
FGFR　2変異はLPSを介した歯周疾患、発症への
関与は少なく，宿主要因とはなり得ないことが示
唆された．
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